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RESUMEN

Los hongos entomopatdgenos tienen la capacidad de producir una serie de
metabolitos secundarios de importancia en la industria biotecnoldgica ya que algunos
de estos compuestos incrementan la virulencia de los hongos sobre insectos plaga lo
cual tiene un gran impacto para el andlisis de nuevas cepas y medios de cultivo que
seran empleados en el control biolégico. En este trabajo, se tuvo como objetivo
evaluar el efecto de distintos medios de cultivo sobre la produccién de pigmentos de
Beauveria bassiana DS3.17 mediante fermentacién liquida. Los cuatro medios de
cultivo evaluados presentaron diferencias significativas sobre la produccién de
pigmentos y el crecimiento de Beauveria bassiana DS3.17, siendo el medio Papa
comercial el que presenté el mejor crecimiento. El medio Sabouraud dextrosa con
extracto de levadura al 0.05% m/v (CSD2) presentd la mayor pigmentacién roja. Los
medios Czapek-dox con y sin extracto de levadura al 0.05% m/v (CCZ1 y CCZ2) no
pigmentaron, la extraccion del pigmento se realizé al cuarto dia de fermentacién. Se
obtuvo un rendimiento de 26.52 mg/L del pigmento purificado el cual se identificd
mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) mostrando la
presencia de bandas en 3276.88 cm™ (OH), 2926.96 cm™ (CHs), 1631.41 cm™ (alqueno
y/o carbonilo), 1520.60 cm™ (alquenos y/o aromaticos), 1449.78 cm™ (alcano),
1236.50 (éster) y 1039.04 cm™ (amina). Se purificé el pigmento por SPE, fue analizado
mediante espectrometria de masas de alta resolucién utilizando fuente de ionizacién
por electronebulizacion (ESI) en modo negativo. Se encontrd un ién mayoritario con
m/z 305.0302 que corresponde a una férmula molecular C14H9Os y que coincide con

la composicion de la oosporeina [M-H]".
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ABSTRACT

Entomopathogenic fungi have the capacity to produce a series of secondary
metabolites which are important in the biotechnological industry because some of
this compounds increase the virulence of the fungus on the plague insects, which has
a great impact for the analysis of new strains and culture media that would be
employed in biological control. The objective of this work was to evaluate the effect
of different culture media on the production of pigments of Beauveria bassiana
DS3.17 by liquid fermentation. The four evaluated culture media presented significant
differences on the production and growth of Beauveria bassiana DS3.17 pigments,
and was the commercial potato medium which presented the best growth rate. The
Sabouraud dextrose medium with yeast extract at 0.05% m/v (CSD2) presented the
greatest red pigmentation. The media Czapek-dox with and without yeast extract at
0.05% mv (CCZ1 and CCZ2) did not pigment, the extraction of the pigment was carried
out the fourth day of fermentation. It was obtained a yield of 26.52 mg/L of the
purified pigment which was identified by Fourier-Transform Infrared Spectroscopy
(FT-IR) showing the presence of bands in 3276.88 cm™ (OH), 2926.96 cm™ (CHs),
1631.41 cm™ (alkene and/ or carbonyl), 1520.60 cm™ (alkene and/or aromatics),
1449.78 cm* (alkane) 1236.50 (ester) and 1039.04 cm™ (amine). The pigment was
purified by SPE, analyzed by high resolution mass spectrometry using an ionization
source by electrospray macro molecule ionization (ESI) in negative mode. A majority
ion with a m/z of 305.0302 that corresponds to a molecular formula Ci14Hs0g and

coincides with the composition of the oosporein [M-H]" was found.
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UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

1. INTRODUCCION

Uno de los problemas a los que se enfrenta la sociedad actual, es el uso excesivo de
plaguicidas de origen sintético, que ocasionan dafios al ecosistema como: disminucién
en la fertilidad del suelo, efectos adversos en poblaciones de insectos benéficos,
contaminacién de los mantos fredticos, problemas en la salud humana y del ganado
(Rohlfs y Churchill, 2011). Por lo anterior se han desarrollado métodos fisicos,
quimicos, bioldgicos, genéticos y/o culturales para el control de plagas, denominados
en conjunto como manejo integrado de plagas (MIP) (Ballesteros-Torres, 2013),
aceptable de manera econdmica, ecoldgica y toxicolégica (Vianna, 2019). Dentro del
MIP se encuentra el control bioldgico, que permite disminuir el uso de insecticidas
sintéticos (Cafiedo et al., 2011). Durante el afio 2017 se utilizaron aproximadamente
47127.77 toneladas de plaguicidas en México (FAOSTAT, 2019). El control bioldgico
emplea organismos o componentes de estos para reducir la densidad poblacional de
las plagas, con el objetivo de minimizar los costos que derivan de la utilizacion de
insecticidas sintéticos, sin dafiar al ambiente ni al humano (Lacey et al., 2015). Los
agentes de control bioldgico se agrupan en depredadores, parasitoides y patdogenos
dentro de los ultimos, se encuentran: hongos, virus, bacterias, y nematodos, los
primeros tienen la ventaja de invadir al huésped por contacto (Gutiérrez-Ramirez et
al., 2013), lo que incrementa las posibilidades de que se desarrolle la infeccién
(Montesinos-Matias et al., 2011). Los hongos entomopatdgenos se presentan como
una alternativa para el control de vectores de enfermedades (Fernandez et al., 2011).
Tienen la capacidad de infectar a una gran variedad de insectos, también producen
toxinas y enzimas hidroliticas (Amin et al., 2010). La mayoria de los estudiados, se han
aislado de cadaveres de insectos y suelos. En este contexto, el género Beauveria se ha
empleado con éxito a nivel de laboratorio y en pruebas de campo (Schapovaloff et al.,
2014). Sin embargo, existe un interés en los distintos metabolitos que produce
Beauveria bassiana, con la capacidad de pigmentar el medio de cultivo para su

extraccién y futuras aplicaciones en programas de control bioldgico.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Control Biolégico

Para 2050 se prevé que la poblacién mundial aumentara alcanzando los 10 mil
millones de personas (FAO, 2020), debido a esto y al cambio de dieta en los paises en
desarrollo, la demanda de alimentos se elevara. Sin embargo, a nivel mundial se
pierde en promedio el 40% de los cultivos alimentarios, debido a plagas y

enfermedades vegetales, que no pueden ser controladas en su totalidad (ONU, 2020).

En los ultimos 100 afos la agricultura se ha vuelto masiva para satisfacer las
necesidades mundiales de alimentos. Se espera que la demanda de cereales para
alimentacion humana y animal llegue a 3 mil millones de toneladas en 2050 (FAO,
2009). Sin embargo, la dependencia a agroquimicos sintéticos para satisfacerla
produce dafios al ambiente, la salud humana y animal. Cada plaguicida tiene
propiedades y efectos toxicoldgicos distintos. El uso de pesticidas organofosforados
(OP) a elevadas concentraciones pueden ocasionar dafios a hormonas como FHS y LH
(Recio et al., 2005). También en México se han detectado residuos de pesticidas
organoclorados en sangre de mujeres embarazadas (Rodriguez-Dozal et al., 2012).
Dando como resultado trastornos hormonales, alteraciones genéticas y del
comportamiento (Garcia Hernandez et al., 2018). H. S. Smith fue quién utilizo el
término “control bioldgico” por primera vez en 1919, para referirse al uso de
enemigos naturales (introducidos o manipulados) para el control de insectos plaga
(Rodriguez-del-Bosque y Arredondo-Bernal, 2007). El control biolégico tiene como
objetivo disminuir las poblaciones de plagas hasta densidades bajas, causando un
cambio de forma temporal o permanente en los sistemas alimentarios que rodean a

la plaga (Van Driesche et al., 2009).
Hay tres tipos de control bioldgico (Van Lenteren, 2012):

v" Clasico.
v" Conservativo.

v Aumentativo.
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Existen combinaciones de estas metodologias para obtener resultados,
econdmicamente competitivos para el productor. Desde el punto de vista
agronomico, existen desafios que aun necesitan ser resueltos. Uno importante para
los investigadores y la industria, es el desarrollo de nuevos agentes de control
bioldgico y formulados de calidad (Bettiol et al., 2014). Es importante mencionar que
los intentos de controlar insectos plaga han cambiado con el tiempo, de productos
quimicos a métodos de control naturales. Dentro del control biolégico es comun el
uso de hongos entomopatdgenos, una de las técnicas mas eficaces debido a que viven
y se desarrollan en los insectos, provocando su muerte de manera natural (Shahid et
al., 2012). Se han considerado controladores importantes debido al amplio rango de

huéspedes que pueden combatir (Pacheco-Hernandez et al., 2019).

2.2 Hongos Entomopatdégenos

Los hongos estan conformados por grupos, heterotrdficos, unicelulares o hifales
(filamentosos), pueden reproducirse mediante esporas sexuales, asexuales o ambas
(Araujo y de Albuquerque, 2009). Pertenecen al reino mycota estan agrupados en
cuatro subdivisiones: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota
(Bich et al., 2015). Se tiene conocimiento del uso de hongos entomopatdgenos
(entomos “insecto”, patho “dolencia o afeccidon” y geno “genera o produce”) para el
control de diversas plagas en el sector agricola (Pacheco-Hernandez et al., 2019;
Garcia-Carrucini et al., 2017 ). Agostino Bassi en 1836, escribié un tratado sobre la
enfermedad del gusano de seda conocida como muscardina, siendo el agente causal
de esta Beauveria bassiana. Colocando a este hongo como un agente potencial con
actividad insecticida (Marin-Cruz et al., 2017). Se conocen aproximadamente 100
géneros y 700 especies de hongos entomopatdgenos, entre los géneros mas
importantes estdn Metarhizium, Beauveria, Aschersonia, Entomophthora,
Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe,

Paecilomyces y Verticillium (Ramos, 2016).

De manera general, el ciclo infectivo de estos hongos se inicia con la fijacion de la
unidad infectiva (conidio o espora) a la cuticula, la germinacion de esta,

posteriormente el crecimiento dentro del insecto, dando como resultado la muerte
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del huésped. Después de este proceso y si las condiciones ambientales son adecuadas,
el hongo emerge y produce esporas o conidios que infectan a mas insectos
continuando con el ciclo infectivo (Araujo y de Albuquerque, 2009). Los hongos
entomopatdgenos producen cuerpos hifales, lo que les permite invadir otros tejidos
del insecto huésped por el extenso crecimiento vegetativo y la produccién de toxinas,
gue son metabolitos secundarios con capacidad bioactiva, que generan una respuesta
toxica en los organismos (Damas, 2012). Por ejemplo, Beauveria brongniartii la cual
provoca que el cadaver del huésped presente una coloracién roja (Zimmermann,

2007).

Los hongos producen una gran cantidad de compuestos de bajo peso molecular,
metabolitos secundarios, los cuales participan en una serie de procesos celulares,
como transcripcion, desarrollo y comunicacion intracelular (Reverberi et al., 2010).
Dichos metabolitos son estructuralmente heterogéneos. Es posible que la evoluciéon
de éstos se debiera a que los microorganismos los utilizaban como sefiales quimicas
en la comunicacién, para defender su habitad o para detener el crecimiento de los
competidores (Brakhage, 2013). Beauveria brongniartii produce toxinas, como
beauvericina (un hexadepsipéptido) que muestra actividad antibacteriana e
insecticida, oosporeina, bassianina y tenellina (Strasser et al., 2000a) estos ultimos

pigmentos inhiben ATPasas de la membrana de los eritrocitos (Brakhage, 2013).

2.2.1 Beauveria bassiana

Su historia comienza en el afio 1835 cuando Agostino Bassi di Lodi demuestra que
este hongo puede causar enfermedades a insectos, él observo una enfermedad en
gusanos de seda Bombyx mori, a la que denomino “muscardina blanca”
(Zimmermann, 2007). Se sabe que B. bassiana infecta a una variedad de insectos
plaga, entre las que destacan plagas de importancia econdmica, como se describe en

la Tabla 1.
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Tabla 1. Plagas controladas en cultivos de importancia agricola por Beauveria
bassiana (Pacheco-Hernandez et al., 2019).

Plaga Cultivo
Broca del café: Hypothenemus hampei Café
Chinche Lygus: ninfas de Lygus lineolaris Fresa
Conchuela del frijol: Epilachna varivestis Frijol
Chapulines: Brachystola magna y B. mexicana Frijol
Mosquita blanca: Bemisia tabaci Hortalizas
Insecto plaga de los frutos de Jatropha curcas (Diana Jatropha curcas
trapeador) Pachycoris torridus.
Palomilla del manzano: Cydia pomonella Manzana
Picudo del nopal: Metamasius spinolae Nopal

2.2.1.1 Taxonomia

Es un hongo anamdrfico que produce conidios hialinos esféricos, patégeno de
artropodos. Filogenéticamente estd asociado con la familia Cordycipitaceae del orden
Hypocreales. Asi mismo, se ha reportado que B. bassiana y B. brongniartii estan
ligados en cuanto al desarrollo y filogenéticamente con las especies de Cordyceps

(Rehner et al., 2011). En la Tabla 2 se describe su taxonomia.

Tabla 2. Taxonomia de Beauveria bassiana (Damas, 2012).

Reino Fungi

Sub-reino Dikarya

Filium Ascomycota
Sub-filium Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Sub-clase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales

Familia Cordycipataceae
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Género Cordyceps

Especie Beauveria bassiana

2.2.1.2 Morfologia

Es un organismo heterdtrofo, con células quitinizadas presenta hifas septadas, con
didmetro de 2.5 a 25 um, mediante ellas se generan conidiéforos simples (estructuras
reproductivas) que estan raramente acoplados, con aspecto de jarrén (uno de los
extremos mds estrecho) los cuales sostienen a los conidios y se originan de forma
simpodial o acrépeta, dando una forma de zigzag (Ballesteros-Torres, 2013). En la
Figura 1 se muestran las estructuras morfoldgicas de Beauveria bassiana. Descritas
por Rehner et al., (2011) quienes emplearon un microscopio éptico Nikon Eclipse E600
con el software NIS Elements Basic Research 2.30, SP4 (Nikon) identificaron colonias
de 15 a 42 mm de didmetro, hifas septadas ramificadas, hialinas de 1 a 2 um de ancho.
Células conididégenas solitarias, pero generalmente en grupos densos de cinco o mas,
base subesférica de 3 a 6 um de ancho, dpice con un raquis de 1 um de ancho,
producido lateralmente en hifas aéreas o de células subtiende principalmente de 2.5

a6umpor3abum.

A B C

Figura 1. Estructuras morfoldgicas de Beauveria bassiana: A) Proliferacién simpodial
del conidiéforo. B) Esporas esféricas. C) Conidiéforo completo (Modificado de Rehner
etal., 2011).
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2.2.1.3 Mecanismo de infeccion

La infeccidn causada por Beauveria bassiana sobre insectos se lleva a cabo mediante

las siguientes etapas (Ballesteros-Torres, 2013).

1) Adhesidn. Es el primer paso en el proceso infectivo, inicia con la unién del conidio
a la cuticula del huésped. La cual es controlada por las propiedades hidrofébicas de la
pared celular de los conidios, para Beauveria bassiana estas propiedades se deben a

la presencia de hidrofobinas (Araujo y de Albuquerque, 2009).

2) Germinacion. Ocurre después de 18 horas, cuando el conidio encuentra
condiciones ambientales favorables: humedad, temperatura, nutrientes esenciales,
fuente de carbono como la quitina y niveles adecuados de acidos grasos (Ramos,

2016).

3) Penetracidn. En esta etapa, ocurren dos procesos, uno fisico y otro quimico. El
primero consiste en la presion que ejerce la hifa sobre las zonas membranosas o
minimamente esclerosadas del insecto. El segundo es la secrecion de enzimas
hidroliticas: proteasas, lipasas y quitinasas que facilitan la descomposicién del
tegumento. El ano y la boca son zonas comunes de penetracidon debido a sus

caracteristicas que favorecen la infeccién (Téllez-Jurado et al., 2009).

4) Multiplicacidn. Se producen cuerpos hifales y protoplastos (sin pared celular), que
no son detectados por los hemocitos del insecto, resultando en la dispersién del

hongo para adquirir nutrientes (Nava-Pérez et al., 2012).

5) Produccidén de toxinas. Para provocar la muerte del insecto con mayor rapidez el
hongo produce toxinas, las cuales también interfieren con los mecanismos de defensa

del huésped (Gonzalez-Castillo et al., 2012).

6) Muerte del insecto. Puede deberse a varios factores como agotamiento de
nutrientes, pérdida de liquidos, bloqueo en el tracto digestivo por accidn enzimatica
producida por el hongo, etc. (Rohlfs y Churchill, 2011). El periodo en que ocurre la
muerte puede variar de 3 a 5 dias (Carrillo-Rayas y Blanco-Labra, 2009). En la Figura 2

se muestra el proceso infectivo resumido para hongos entomopatogenos.
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Figura 2. Proceso infectivo resumido para hongos entomopatégenos. A) El hongo
produce conidios mas aéreos en el exterior del insecto. B) La espora aérea se dispersa,
aterriza en la cuticula del insecto. C) La espora germina, penetra en la cuticula del
insecto (modificado de Jaronski, 2014).

2.3 Metabolitos secundarios

Existe interés en la deteccién de nuevos metabolitos secundarios con aplicaciones en
la industria agroquimica y farmacéutica. Entre los microorganismos, los hongos y las
bacterias producen estos metabolitos con importante actividad bioldgica (Saxena,
2014). Los hongos entomopatégenos producen una amplia variedad de ellos,

guimicamente diversos (Thirumurugan et al., 2018).

Debido a su baja toxicidad para el ser humano, el aislamiento de estos metabolitos ha
sido muy importante para la produccién de formulados biolégicos (Garcia-Gutiérrez y
Gonzdlez-Maldonado, 2010; Acuiia et al., 2015), los hongos entomopatdgenos
producen una serie que pueden ser manipulados mediante la optimizacién de las
condiciones del cultivo: pH, temperatura, tipo y concentraciéon de nutrientes etc.
(Borges et al., 2010; Strasser et al., 2000a). Abarcan una serie (Khan et al., 2014), que
son de gran importancia en la diversificacién y adecuacion de los hongos a nichos
ecoldgicos especializados. Lo cual incrementa su interés, por su diversidad, funcional

para ser empleados en una variedad de procesos biotecnoldgicos (Luo et al., 2015).

Existe una gran cantidad de hongos que producen metabolitos secundarios, de los
cuales muchos han evidenciado que poseen actividad bioldgica sobre otros

organismos (Mao et al., 2010; Cole et al., 1974), actividad insecticida (Villegas-
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Mendoza et al., 2019; Amin et al., 2010) e inmunosupresora y bioactivos (insecticida
y antimicrobiana) dentro de estos se encuentran oosporeina (pigmento rojo),
tenellina (pigmento amarillo), bassianina (pigmento amarillo), acido oxalico,
efrapeptinas, beauvericinas, beauverdlidos, destruxinas, eniantinas, ciclosporinas,
pyridoyericina y pyridomacrolidina (Damas, 2012; Strasser et al., 2000b). Para poder
estudiarlos, se han extraido mediante filtrados de cultivos, utilizando disolventes de
bajo peso molecular (Mc Namara et al., 2019; El Basyouni y Vining, 1966).
Beauvericina, bassiacridina, oosporeina, ciclosporina A y basianolida se han extraido
de cultivos miceliales. (Borges et al., 2010; Quesada-Moraga y Vey, 2004). B. bassiana
también, secreta 4cido oxdlico que se considera un determinante importante de
patogenicidad porque puede solubilizar proteinas cuticulares especificas. Existe la
hipdtesis de que la secrecion de acido oxalico, conduce a la reduccidn del pH en el
medio, actuando como un potente factor acaricida durante la patogénesis
(Zimmermann, 2007). A continuacion (Tabla 3) se describen los metabolitos

secundarios producidos por hongos entomopatdgenos.

Tabla 3. Metabolitos secundarios producidos por hongos entomopatdgenos (Araujo
y de Albuquerque, 2009).

Hongo Blanco Tipo de Metabolitos producidos in
compuesto vitro y/o in vivo
Toxina Destruxinas (mas de 27 tipos)
Metarhizium Toxina Acido oxalico
. . Insecto . . .
anisopliae Toxina Citocalasina C
Toxina Swainsinona
Toxina/Pigmento Bassianina
Toxina Beauvericina
Toxina Basiandlido
Beauveria Toxina Beauverdlidos
. Insecto . . .
bassiana Toxina/Pigmento Tenellina
Toxina Acido oxalico
Toxina/Pigmento Oosporeina
Toxina Bassiacridina
Beauveria Toxina/pigmento Oosporeina
. Insecto ) . .
brongniartii Toxina Acido oxalico
Insecto Toxina Acido oxalico
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] Toxina Acido dipicolinico
Isaria . ..
fumosorosea Toxina Beauvericina
Toxina Beauverdlidos
Toxina Acido dipicolinico
Lecanicillium Toxina Acido hidroxicarboxilico
. Insecto . c . -
lecanii Toxina Acido oxalico
Toxina Ciclosporina
Tolypocladium Toxina Ciclosporina
spp Insectos Toxina Efrapeptinas (5 tipos)
. Toxina Hirsutellina A
Hirsutella Insectos y . . .
.. , Toxina Hirsutellina B
thompsonii acaros .
Toxina Phomalactona

2.3.1 Micotoxinas

Beauveria bassiana produce una gran variedad de metabolitos secundarios
biolédgicamente activos, que son estudiados para su probable aplicacion en medicina
(Hussain et al., 2020; Patocka, 2016). Se conocen siete tipos diferentes de
beauvericina: beauvericina (VII), beauvericina A, B, y C, y allobeauvericina A, B, y C
(Bycroft y Payne, 2014). Los principales metabolitos secundarios empleados de
manera comercial para el biocontrol de plagas de insectos son: beauvericina,
bassiacridina, enzimas hidroliticas (Cortés-Sanchez y Mosqueda-Olivares, 2013). A

continuacion, se describen algunos de estos metabolitos.

2.3.1.1 Beauvericina

Es un ciclopéptido, fue la primera toxina caracterizada y extraida del micelio de
Beauveria bassiana; posteriormente aislada de otros hongos; en su biosintesis
interviene una enzima multifuncional constitutiva (eniatina sintetasa) (Liuzzi et al.,

2017; Borges et al., 2010). En la Figura 3, se muestra su estructura quimica.
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Figura 3. Estructura quimica beauvericina (PubChem, 2020).

Se ha observado su efecto insecticida contra Hypothenemus hampei (Broca del café)
(Arboleda et al., 2003). Asi como su potencial para ser usado en la industria
biotecnoldgica (Shin et al., 2009; Wang y Xu, 2012). Es considerado uno de los
depsipéptidos de gran importancia producido por hongos, ya que presenta actividad
potencializadora contra Candida albicans (Fukuda et al., 2004). Existen andlogos del
compuesto obtenidos a partir de Fusarium e Isaria spp (beauvericina A y su isémero
estructural beauvericina F, beauvericina C, beauvericina J, beauvericina D y
beauvenniatina A) (Urbaniak et al., 2019). Se cree que el mecanismo de accion de
beauvericina consiste en incapacitar al sistema inmunoldgico de insectos durante Ia
infeccidn (Rohlfs y Churchill, 2011) junto con tenellina no contribuyen a la virulencia
de Beauveria bassiana (Mc Namara et al., 2019). Actuan de manera especifica en
ciertos grupos de insectos, su mecanismo es gracias a la combinacién de compuestos

(Zimmermann, 2007).

2.3.1.2 Oosporeina

Derivado de la 1,4-dibenzoquinona fue identificado por primera vez en la década de
1960. Dicha toxina es altamente reactiva para muchos organismos (Feng et al., 2015;

Strasser et al., 2000b). Oxida proteinas y aminoacidos cambiando los grupos SH lo que
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resulta en un mal funcionamiento de las enzimas (Strasser et al., 2000a). Debido a los
grupos hidroxilo de estructura quimica de la oosporeina puede conferirle una fuerte
actividad antioxidante que puede aumentar de manera en funcién del incremento en
la dosis (Alurappa et al., 2014). El mecanismo de accién del metabolito promueve la
infeccion en lugar de matar directamente a los insectos. Exhibe propiedades
inmunosupresoras que pueden tener potencial para el control de plagas al promover
una mortalidad mas rapida. La adicién de oosporeina en el medio de cultivo, induce
su produccion (Mc Namara et al., 2019). Se detecta entre 24 y 48 h después de la
muerte del insecto. Es uno de muchos metabolitos secundarios de gran interés por su
propiedad para pigmentar en color rojo. Muestra potente actividad antimicrobiana
hacia la flora bacteriana del huésped, lo que impide que se reproduzcan bacterias en
los caddveres para que el hongo pueda completar su ciclo de vida (Fan et al., 2017).
Debido a los grupos hidroxilo en su estructura, se le atribuye actividad antioxidante,
por lo que inhibe bacterias gram negativas (Alurappa et al., 2014). Cuantificada
mediante HPLC en una columna de fase inversa, unida a un detector de matriz de
diodos se detectd a 287 nm (Strasser et al., 2000). Maxima absorcion con espectro
ultravioleta en etanol fue de 216 y 287 nm, en metanol a 208 y 291 nm. (Cole et al.,
1974). Sin embargo, para pigmentos rojos se detectaron con longitudes de onda
aproximadas de 500 nm, otros autores evallan pigmentos con longitudes de 400-700
nm (Méndez-Zavala et al., 2007). Aunque especificamente oosporeina se detectd en
espectro UV-vis a 281nm (Alurappa et al., 2014). En la Figura 4 se muestra su

estructura quimica.
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Figura 4. Estructura quimica oosporeina (PubChem, 2020).

2.4 Fermentacion liquida

La fermentacién es una metodologia para la produccién de compuestos bioactivos de
interés industrial. Sin embargo, debido a sus variaciones técnicas, es necesario
comparar e identificar procesos que mantengan la productividad y reduzcan costos
(Subramaniyam y Vimala, 2012). En la fermentacién liquida (FL), los nutrientes deben
ser solubles en agua. Un factor importante es la agitacidn, ya que distribuye el oxigeno
en el medio e impide que se produzcan zonas anaerobias (Amin et al., 2010), sin ella
hay crecimiento solo en la superficie. Mata y Barquero (2010) evaluaron la produccién
de B. bassiana en medio liquido para el control de la broca del café (Hypothenemus
hampei), reportando que un medio de cultivo con azucar, extracto de levadura y
peptona favorecio el crecimiento del hongo, generando una mortalidad del 86.7%. Asi
como el efecto de la fuente de carbono y nitrégeno, obteniendo que los tratamientos
con concentraciones medias y altas de carbono permitieron obtener rendimientos
superiores a aquellos que tenian bajas concentraciones de carbono. Rosas-Ramos,
(2018) evalud la produccién de 8 cepas fungicas las cuales provinieron de muestras
de suelo (Talaromyces wortmanii LMB-HP14, Penicillium mallochii LMB-HP19,
Penicillium maximae LMB-HP33, Penicillium mallochii LMB-HP37, Talaromyces

brunneus LMB-HP43, Aspergillus amoenus LMB-HU1, Trichoderma ressei LMB-HL1,
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Trichoderma spp. LMB-HL2) productoras de colorantes en medio caldo papa dextrosa
(papa 5% p/v, glucosa 20% p/v) durante un periodo de 7 dias a 28°C, a 180 rpm en
agitador orbital, para verificar la produccién de colorantes se utiliz6 como control
negativo el medio caldo papa dextrosa filtrado. Se obtuvieron los espectros de
absorcion con un rango UV-VIS (200 nm a 800 nm) de los colorantes producidos por
fermentacion sumergida, asi como los extraidos a partir de biomasa, utilizando el
espectrofotémetro de UV/Visible con arreglo de diodos y se determinaron las
longitudes de onda entre 368 nm a 378 nm. Apreciando colores anaranjados,
amarillos, rojos y marrones. Strasser et al., (2000a) identificaron metabolitos
secundarios empleando aislados de Beauveria brongniartii en medio liquido
Sabouraud glucosa al 2%, con una concentracion de 1x10° conidios/mL, incubados a
25°C a 150 rpm durante 6 dias, dicho cultivo se utilizé para inocular (10% v/v) un
reactor de tanque agitado de 14 L, que contenia medio Sabouraud-glucosa al 2%, pH
6 y 0.05% antiespumante Silicon 289, durante 4 dias para su posterior extraccion.
Amin et al., (2010) extrajeron 480 mg/L de pigmento rojo con Beauveria bassiana en
fermentacion liquida después de 7 dias a 27°C, también evaluaron la actividad
insecticida del extracto rojo sobre Bemisia tabaci en estadios de ninfa, pupa y adulto.
El pigmento se determind por espectrofotometria UV visible a una longitud de onda
de 530 nm. Basyouni et al., (1968) evaluaron la produccién de pigmentos de
Beauveria mediante fermentacion liquida empleando distintos medios: Medio A: D-
Glucosa (20 g/L), tartrato de amonio (4.6 g/L), fosfato monopotasico (1 g/L), sulfato
de magnesio (0.5 g/L), cloruro de sodio (0.1 g/L), cloruro de calcio (0.1 g/L), sulfato de
cobre pentahidratado (3.93x10* g/L), 4cido bérico (5.7x107 g/L), molibdato de
amonio (3.68x107 g/L), sulfato de manganeso (6.1x107 g/L), sulfato de zinc (8.79x10
3g/L) y sulfato de hierro heptahidratado (9.96x10%g/L), durante 14 dias a 25°C, a 220
rom. Obteniendo que las cepas de B. tenella (HLX 76 y 515) y B. bassiana (HLX83)
produjeron tenellina, asi como B. bassiana (HLX 78 y 127) y B. tenella (HLX522)
bassianina (pigmentos amarillos) con un rendimiento de hasta 60 mg/L. Medio B: D-
Glucosa (20 g/L), neopeptona (20 g/L), glicina (5 g/L), fosfato monopotasico (2g/L),
sulfato de magnesio (1 g/L) y medio C: Czapek-dox con D-Glucosa (20 g/L), ambos
durante 14 dias a 25°C, a 220 rpm. Las cepas Beauveria bassiana (HLX 77, 78, 79 y
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127) y Beauveria tenella (HLX522) produjeron oosporeina (pigmento rojo), con un
rendimiento de ambos medios de 100 mg/L, sin embargo, el medio B con cepa HLX522
obtuvo entre 60y 146 mg/L. Villegas-Mendoza et al., (2019) evaluaron la toxicidad de
un extracto metandlico de Beauveria bassiana mediante fermentacién liquida de
medio Czapek-dox, cultivado durante 14 dias a 26°C y 160 rpm. Indicando Ia
posibilidad de que el extracto se encuentren compuestos como beauvericina,

basianolida y oosporeina.

2.5 Técnicas de identificacion de metabolitos secundarios

Existe una variedad de compuestos coloridos producidos por hongos, sin embargo, es
necesario que sean acidificados previamente y extraidos mediante técnicas
cromatograficas empleando disolventes organicos como acetonitrilo, acetato de etilo,
metanol, etc. que ayuden a disminuir la matriz de la muestra (Strasser et al., 20003;
Nagaoka et al., 2004; Villegas-Mendoza et al., 2019). Para que los metabolitos puedan
ser identificados mediante espectrometria de masas (MS), espectroscopia
ultravioleta-visible (UV) y espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-
IR) (Eyal et al., 1994) Sin embargo, para ser analizados por resonancia magnética
nuclear se debe concentrar el compuesto y tener un estandar (Mc Namara et al.,

2019).
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3. ANTECEDENTES

La cepa utilizada en este estudio fue previamente aislada y caracterizada
morfoldgicamente, se evalud el aspecto macroscopico de las colonias con tinciones
de safranina y azul de metileno, observando las estructuras a 20 y 40X, para
determinacion de género y especie. Para caracterizacién molecular se realizd la
extraccion de DNA ribosomal con el kit de extraccion de ADN Ultra Clean;
posteriormente se amplificaron los fragmentos ITS 6s-8s y una secuenciacion de
nueva generacion en plataforma lllumina por Lépez-Sosa et al., (2019) denominada
como Beauveria bassiana DS3.17. Los hongos producen una gran variedad de
compuestos derivado del metabolismo secundario como: antibidticos, enzimas vy
algunos colorantes. Miembros del género Monascus son productores potenciales de
pigmentos naturales empleando una fermentacién que contenia glucosa 20 (g/L),
glutamato monosddico (5.0 g/L), fosfato monopotasico (5.0 g/L), sulfato de magnesio
heptahidratado (0.5 g/L), sulfato de hierro heptahidratado (0.01 g/L), sulfato de zinc
heptahidratado (0.01 g/L), sulfato de manganeso heptahidratado (0.03 g/L) y cloruro
de potasio (0.5 g/L) a 32°C en un agitador rotativo (150 rpm) durante 13 dias. En el
dia 3 comenzé la produccién de pigmento rojo y contindo acumulandose durante el
periodo de fermentacion. Asi como el género Pycnoporus es productor de pigmentos
con potencial uso en la biotecnologia Cruz et al., (2015) emplearon medio sélido agar
papa dextrosa, agar extracto de malta, agar extracto de casuarina, agar harina de trigo
integral y agar extracto de mango, las cajas inoculadas se incubaron durante 30 dias
a 23° a pH 7. Obteniendo un pigmento anaranjado en medio PDA a los 3, 13 y 30 dias.
Méndez-Zavala et al., (2007) evaluaron la capacidad de Penicillium purpurogenum
para producir pigmentos en nueve medios, para fermentacién liquida utilizaron
Czapek-dox con acido tanico a pH 6.5, infusiéon de papa con 4acido tartarico a pH 3.5,
durante 7 dias a 30°C y 200 rpm, extrayéndolos de acuerdo a las metodologias
reportadas por Shin et al., (1998), reportando pigmento rojo en medio infusién de
papa al dia 3 con una mayor pigmentacion a los 8 dias de la fermentacién. La presencia
de sacarosa, extracto de malta, dcido casamino, y una alta concentracién de sales en

los medios produjo un incremento en su coloracion. La deteccién de los pigmentos
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fue por espectrofotometria, las absorbancias maximas se encontraron en un intervalo
de longitud de onda entre los 400-600 nm. Nagaoka et al., (2004) detectaron
oosporeina empleando caldo papa dextrosa después de 14 dias en un cultivo a 25°C
y en oscuridad reportando 125 mg/L del compuesto empleando la cepa Verticillium
psalliotae MAFF 239144. La extraccion se realizd con acetato de etilo y acetonitrilo
(MeCN). Obteniéndose mediante espectrometria de masas un valor de m/z 306 (ion
negativo). Mc Namara et al., (2019) determinaron que la oosporeina fue el principal
metabolito secundario producido por Beauveria caledonica, obteniendo un
rendimiento de 5 mg. Establecieron que la oosporeina en lugar de matar
directamente a los insectos, tiene propiedades inmunosupresoras con potencial en el

control de plagas, ya que la adicién de oosporeina promueve su propia produccién.

3.1 Espectroscopia Infrarroja de pigmentos flingicos

Rosas-Ramos (2018) establecié que los compuestos que dan color son las quinonas.
Las cuales al ser analizadas mediante FT-IR presentan picos de absorcién en
aproximadamente 1600 cm™. Los solventes mas utilizados fueron metanol, acetato
de etilo y acetonitrilo. En la Tabla 4 se muestran extractos producidos por

microorganismos identificados mediante FT-IR.

Tabla 4. Grupos funcionales de metabolitos secundarios fungicos determinados
mediante FT-IR, algunos con coloracién roja.

Numero Grupo Funcional Microorganismo Compuesto Referencia
de onda empleado identificado
cm?
3310 O-H Alcohol
1648 C=C Amina
1625 C=C Alqueno
1329 C-0 Acido
carboxilico Acremonium sp. Oosporeina Divekar et
1297 C-H Alqueno al., 1959
1242 C-0O Alcohol
1070 C-0 Alcohol
929 C-O Anhidros
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764

740

708

3300
1625
1380
1613
3292
1648
3436
2954
1730

3308
1648
1624
1065
3420.94
3002.58
2916.88
2122.99
1654.84
1436.22

1409.89

1315.64

1021.42

C-H Aromaticos
C-H Aromaticos
C-H Alqueno
O-H Alcohol
Quelado/quinona
-CH3 Metil
Quinona
Hidroxilo

C=C Alqueno
N-H Amina

C-H Alcano
Grupo carbonilo

O-H Alcohol
C=0 Aminas
C=C Alqueno
C-OH; R-O-R Ester
O-H Alcoholes o
fenoles

=C-H
Estiramiento
aromatico

C-H Alcanos
-C=C- Nitrilos
aromaticos
-C=C- Alcanos
estirados

C-H Alcanos
doblados

C-C Estiramiento
aromatico

C-0 Alcoholes,
acidos
carboxilicos,
ésteres

C-N Aminas
alifaticas

Chaetomium
trilaterale
Beauveria

bassiana
(Nov-EO-1)

Monascus
purpureus

Cochliobolus
kusanoi

Beauveria
bassiana
(Clavicipitaceae)

UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

Oosporeina

Oosporeina

9-(1-
hydroxyhexyl)-
3-(2-
hydroxypropyl)-
6a-methyl-9,9a-
dihydrofuro
[2,3-
hlisoquinoline-
6,8(2H,6aH)-
dione (nuevo
pigmento)

Oosporeina

Acido 9,12-
octadecadienoi
co

Acido n- hexade
canoico

Acido
octadecanoico,
fenil metil éster

3,5-
dinitrobenzoato
de
deshidroegoste
rol

Escualeno

Coleetal,
1974
Eyal et al.,
1994

Mukherjee
y Singh,
2011

Alurappa et
al., 2014

Ragavendr
an et al.,
2017
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953.59 =C-H Alqueno de Maleato de bis

flexiéon [3- (3,5-di- terc -
901.85 N-H Amina butil-4-

primaria hidroxifenil)

profil]

706.10 C-O Cetona
810 N-H Amina
1065 C-OH; R-O-R Ester Beauveria Posiblemente Villegas-
1120 C-N Amina bassiana sea Mendoza
1375 C-H Metilo (Vuillemin) Beauvericina etal., 2019
1530 C=C Alqueno y/o Basianolida

anillo aromatico Oosporeina
1629 C=C Alqueno
2830 CH3-0-R Metoxilo
2900 C-H Acido

carboxilico
3000 C-OH-H Carbono

hidroxilo
3500 N-H Amida

3.2 Espectrometria de masas

Eyal et al., (1994), emplearon Beauveria bassiana Nov-EO-1 para la produccion de un
extracto rojo, el cual fue identificado mediante espectrometria de masas. Obteniendo
un ién en m/z de 307, mostrando que el peso molecular del compuesto fue de 306.
Asi como otros iones (324, 335 y 347) estableciendo que se debe al compuesto
denominado oosporeina. Cole et al., (1974) identificaron oosporeina empleando el
hongo Chaetomium trilaterale en fermentacion liquida con caldo micolégico Difco
suplementado con extracto de levadura al 2% p/vy 15% p/v de sacarosa, incubandose
a 28°C durante 14 dias. Obtuvieron 2.5 mg/L del compuesto. El analisis de
espectrometria de masas mostré una masa molecular de m/z 306.0368 con férmula
C14H100s. Strasser et al., (2000a), identificaron metabolitos producidos por cepas de
Beauveria brongniartii, en medio Sabouraud glucosa al 2% p/v, incubados a 23°C y
350-400 rpm durante 4 dias a pH de 6. Los metabolitos fueron identificados mediante
HPLC con un espectréometro de masas de ionizacidn por electrospray, detectando al
compuesto oosporeina en modo de ionizacion negativa obteniendo un valor de m/z

305 [M-H]". Asi como, las siguientes concentraciones del compuesto para cada cepa:
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IMBST 95031 (0.03 g/L), IMBST 95041 (0.24 g/L) y W 4574 (0.09 g/L). Basyouni y
Vining, (1966) extrajeron oosporeina de Beauveria bassiana, mediante fermentacién
liquida con: D-glucosa (20 g), neopeptona (20 g/L), glicina (5 g/L), KH2PO4 (2 g/L),
MgS04 7H20 (1 g/L), incubado a 25°C y 220 rpm durante 4 dias. La concentracion del
compuesto obtenida estuvo entre 100 y 530 mg/L. En este trabajo, se tuvo como
objetivo evaluar el efecto del medio de cultivo sobre la produccién de pigmentos de

Beauveria bassiana DS3.17 mediante fermentacién liquida.
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4. JUSTIFICACION

Los hongos entomopatégenos sintetizan una serie de compuestos denominados
toxinas que afectan de manera significativa a otros organismos. Dichas toxinas son
producto del metabolismo secundario, y tienen importancia en la industria
biotecnoldgica. Especificamente, las especies de Beauveria son conocidas por
producir una variedad de metabolitos secundarios que son biolégicamente activos
incluyendo pigmentos derivados de policétidos, oosporeina, bassianina y tenellina; y
toxinas, beauvericina un péptido ciclico, que se encuentran implicadas en el
mecanismo de accion del hongo, ya que se supone que tienen un papel importante
en la patogénesis y virulencia de los hongos. El uso de las tecnologias analiticas
(espectrometria de masas, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier,
etc.) y la optimizacién de procesos fermentativos ha propiciado el desarrollo de
productos a base de hongos, para ser empleados en el control bioldgico. Permitiendo
la caracterizacion quimica de compuestos aun en pequefias cantidades, lo que
brindaria una fuente potencial para su produccidn con especies nativas para
posteriormente ser utilizados en practicas con plagas endémicas favoreciendo el
avance de la industria agricola. Sin embargo, en la actualidad se presentan algunos
problemas con los procesos de produccién a nivel laboratorio, como el tipo de medio
de cultivo empleado, los tiempos de fermentacion, las técnicas de extraccidon y
purificaciéon de metabolitos que influyen de manera directa, retrasando la obtencién
de los productos, variando los rendimientos y costos de producciéon. Por lo que es
importante conocer los factores y metodologias que afectan la produccién de
metabolitos secundarios fungicos para su futura implementacién en programas de

control bioldgico de plagas que afectan cultivos regionales de importancia econédmica.
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5. HIPOTESIS

La composicion del medio de cultivo tendra un efecto positivo sobre la produccién de

pigmentos de Beauveria bassiana DS3.17 en fermentacion liquida.
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6. OBJETIVOS
6.1 Principal

Evaluar el efecto del medio de cultivo sobre la produccion de pigmentos de Beauveria

bassiana DS3.17 mediante fermentacion liquida.

6.2 Secundarios

1. Seleccionar el medio de cultivo idéneo para la produccién de pigmentos de
Beauveria bassiana DS3.17 mediante fermentacién liquida.
2. Establecer las condiciones de extraccion de los pigmentos producidos.

3. Identificacidn de pigmentos producidos por Beauveria bassiana DS3.17.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Estrategia experimental

En el siguiente diagrama se muestra la metodologia general empleada.
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7.2 Microorganismo

Se empleé Beauveria bassiana DS3.17, perteneciente al cuerpo académico
Biotecnologia Sustentable de la Universidad del Papaloapan Campus Tuxtepec, la
cepa fue aislada de Rancho Grande (17.844256, -96.333192), Valle Nacional Oaxaca,
México. Se reactivd en cajas Petri con agar papa dextrosa (PDA) al 4% (p/v)
enriquecido con 0.05% extracto de levadura (EL) (p/v), se incubo durante 7 dias a 25°C
(Amin et al., 2010). El stock se preparo raspando los conidios de la superficie de las
cajas. Los conidios se suspendieron en 10 mL de agua destilada estéril,
posteriormente se homogeneizaron en un vértex (Thermo Fisher Scientific, USA)
durante 15 segundos. Se hicieron diluciones seriales ajustandose las concentraciones
a 1x102 conidios/mL, las cuales se conservaron a 4°C (stock) con la finalidad de
mantener la homogeneidad genética durante todo el estudio, con periodos de

reactivacion de 15 dias (Nufiez-Gaona, 2009).

7.3 Condiciones de cultivo

7.3.1 Preparacion de Indculo

La preparacion del inoculo para la fermentacidn liquida consistio en agregar 1.5 mL
de una suspensién de conidios con una concentracién inicial de 1x108 conidios/mL en
matraces de 500 mL con 150 mL de caldo Sabouraud Dextrosa (SD) al 4% (p/v)
enriquecido con 0.05% de extracto de levadura. Los matraces, se incubaron a 25°C
con agitaciéon orbital (180 rpm) (New Brunswick Scientific, modelo EXCELLA E24R),
durante 3 dias (Chaparro-Pedraza, 2010).

7.3.2 Fermentacion Liquida

Se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer, con un volumen de 150 mL de cada uno de
los medios. Caldo Dextrosa Sabouraud al 4% (p/v), suplementada con 0.05% (p/v) de
extracto de levadura (Ragavendran et al.,, 2017). Caldo papa dextrosa (Difco
Dickinson, México) (Nagaoka et al., 2004). Caldo papa dextrosa artesanal (Mao et al.,
2010). Caldo Czapek-Dox modificado, suplementado con 0.05% (p/v) de extracto de

levadura (dos Reis Celestino et al., 2014). Los matraces se inocularon con 1.5 mL de
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una suspensién de conidios con una concentraciéon de 1x10% conidios/mL,
posteriormente se incubaron en una incubadora con agitacién orbital (New Brunswick

Scientific Excella E24) a 25°Cy 180 rpm durante 12 dias (Lépez-Sosa, 2018).

7.3.2.1 Produccion de conidios

Cada 48 horas durante la fermentacion se tomaron muestras, bajo condiciones
asépticas, de los matraces (1mL), las cuales se homogenizaron en un vortex (Thermo
Fisher Scientific, USA) por 2 minutos. Se realizaron diluciones seriales 1x10! a 1x103,
El conteo de conidios se realiz6 empleando una camara de Neubauer con un

microscopio éptico (Motic DM45C-F, México) y objetivo de 40X (Nufiez-Gaona, 2009).
7.3.2.2 Determinacion de biomasa

La biomasa, se cuantificé mediante peso seco, para cada muestra se colocaron 10 mL
de caldo en tubos coénicos de 50 mL, se centrifugaron (Thermo Fisher Scientific
Megafuge 16R, Alemania) durante 20 minutos a 5000 G y temperatura ambiente,
posteriormente se filtrd el micelio, utilizando papel filtro Whatman No. 2 previamente
pesado, el papel filtro con el micelio se colocd en un horno (Scorpion Scientific) a 80°C
durante 24 horas. Después de este tiempo los papeles filtro con la biomasa se
colocaron en desecadores (Nalgene, Madrid Espana), hasta que alcanzaron la
temperatura ambiente, posteriormente se pesaron. La concentracién de biomasa se
determind como la diferencia entre el peso del papel filtro con biomasa menos el del
papel solo (Lopez-Courrau et al., 2018). Al sobrenadante se le determino el pH

(Potencidmetro Hanna Instruments, USA).

7.4 Produccion aislamiento y caracterizacion parcial del pigmento

Beauveria bassiana DS3.17 se inoculo en el medio que presentd la mayor
pigmentacion, se incubo bajo las condiciones descritas por 4 dias (Strasser et al.,
2000a), posteriormente el caldo fermentado se centrifugd (Thermo Fisher Scientific
Megafuge 16R, Alemania) a 5000 G a temperatura ambiente durante 20 min, con el
objetivo de eliminar el micelio y los restos celulares. El sobrenadante se filtré con

papel filtro Whatman No.2 modificando el método propuesto por Eyal et al., (1994).
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Una vez realizada la filtracion se realizd el aislamiento del pigmento mediante el

método de extraccion en fase solida (SPE).

7.4.1 Extraccion en fase solida

Se emplearon cartuchos con fase organica de octadecil C18 (Supel-Select HLB, 60
mg/3 mL) para la purificacion del extracto. Se procesaron 300 mL del caldo
fermentado de la siguiente manera: a 33 mL de caldo se le adicionaron 3 mL de
acetonitrilo (MeCN) al 100% dejandose reposar hasta observar un precipitado,
sucesivamente se activo el cartucho con 1 mL de MeCN al 100% a un flujo constante
de aproximadamente 1 gota/min para garantizar una retencion optima. Después se
realizdé un acondicionamiento con 1 mL de MeCN al 5% (v/v), posteriormente, se
cargaron 3 mL de muestra, aislando el pigmento con 1 mL de MeCN al 5% (v/v) y se
eluyé con 1 mL de acetonitrilo al 30% (v/v) (Yilmaz et al., 2016). Se colecté 1 mL de
concentrado en microtubo (eppendorf) de 1.5 mL (Merck, 2020) y se analizé por

espectrometria de masas de alta resolucion.

7.4.2 Obtencidon de extractos

La muestra concentrada se colecté modificando la metodologia reportada por
Mukherjee y Singh, (2011) en un matraz de bola, se retiré el disolvente mediante
evaporacion a presion reducida (Rotaevaporador Biichi R-300, Alemania) en bafio
Mariaa40°Centre 90y 110 rpm, el concentrado obtenido se transfirié a tubos cénicos

de 50 mL para ser liofilizado.

7.4.3 Liofilizacion del concentrado

Los concentrados se congelaron (-20°C) durante 8 horas, después de este tiempo las
muestras se liofilizaron (Labconco FreeZone 4.5, USA) a una presién de 0.060 mBar y
-53°C. Al finalizar, se colecto el liofilizado, se pesé (Adventurer Pro, AV114C, USA) y se
almaceno a temperatura ambiente, modificando el método propuesto por (Carrion-

Jara, 2010).
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7.5 Identificacion de metabolitos

7.5.1 Condiciones de operaciones de espectrometro de masas

Se utilizd un espectrometro de masas Synapt G2-Si (Waters) equipado con fuente de
ionizacion por electronebulizacion, filtro de masas de cuadrupolo sencillo, celda de
colisiones y analizador de masas de tiempo de vuelo. El analisis se hizo en modo ESI
negativo con los siguientes parametros: voltaje de capilar de 3 kV y temperatura de
120°C, se empled N2 como gas de desolvatacién (800 L/h, 200°C) y 35 V como voltaje
para el cono de muestra. Para la calibracidon se utilizé Nal (2 pg/pL), mientras que la
correccidon de masa exacta se llevé a cabo infundiendo continuamente el péptido de
referencia leucina-encefalina (1ng/uL, 5 pL/min), monitoreando el ion 554.2615
(tiempo de adquisicién: 0.5 segundos, cada 10 segundos). Los espectros fueron
adquiridos en un intervalo de 50 a 1000 m/z, con una velocidad de adquisicion de 0.5
segundos, en formato centroide. La manipulacion del equipo, asi como la adquisicién
y procesamiento de datos se realizé mediante el programa MassLynx V4.1 (Waters)
se realizaron modificaciones en la metodologia reportada por Mc Namara et al.,

(2019).

7.5.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

Se utilizé un equipo de espectroscopia infrarroja (Dynascan modelo Spectrum 100.
Perkin ElImer, USA), el cual utilizé el software IR solution, empledandose la metodologia
de transformada de Fourier (FT-IR). 2 mg de muestra seca previamente liofilizada se
analizaron a temperatura ambiente mediante un barrido espectral en un rango de
4000 a 515 cm™. La resolucién espectral se establecié a 4 cm™, obteniéndose el

espectro con 4 barridos (Mc Namara et al., 2019).

7.6 Analisis estadistico

A los datos obtenidos se les realizé un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de

significancia (a) de 0.05 empleando un software estadistico (Minitab).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Fermentacion liquida

Después de 12 dias de incubacién, se observaron cambios en la pigmentacién de
algunas fermentaciones sumergidas. Se realizd un analisis cualitativo para presencia
de pigmentos (Tabla 5), agrupandose de la siguiente manera: (-) ausente (+) poca
intensidad, (++) intensidad moderada, (+++) buena intensidad y (++++) muy buena
intensidad.

Tabla 5. Evaluacion cualitativa de la presencia de pigmentos en las fermentaciones
liquidas de Beauveria bassiana DS3.17.

Medio Evaluacion de la
pigmentacion
CPC1 (Caldo Papa Comercial) +
CPC2 (Caldo Papa Comercial con extracto de levadura) ++
CPDA1 (Caldo Papa Dextrosa Artesanal) +
CPDA2 (Caldo Papa Dextrosa Artesanal con extracto de +

levadura)
CCZ1 (Caldo Czapek-dox) -

CCZ2 (Caldo Czapek-dox con extracto de levadura) -

CSD1(Caldo Sabouraud Dextrosa) +++

CSD2 (Caldo Sabouraud Dextrosa con extracto de levadura) ++++
(-) ausente (+) poca intensidad, (++) moderada intensidad, (+++) buena intensidad y
(++++) muy buena intensidad.

De los medios de cultivo evaluados: Caldo papa dextrosa artesanal sin extracto de
levadura (CPDA1), Caldo papa dextrosa artesanal con extracto de levadura (CPDA2),
Caldo papa comercial sin extracto de levadura (CPC1), Caldo papa comercial con
extracto de levadura (CPC2), Caldo Czapek-dox sin extracto de levadura (CCZ1), Caldo
Czapek-dox con extracto de levadura (CCZ2), Caldo Sabouraud dextrosa sin extracto
de levadura (CSD1) y Caldo Sabouraud dextrosa con extracto de levadura (CSD2), tres
presentaron pigmentacién (CPDA1, CPDA2, CPC1, CPC2, CSD1 y CSD2) a los cuatro

dias de fermentacidon como se muestra en la Figura 5.
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Dia 12

CPDA1 CPDA2
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Dia 12

CsD1 CSD2

Dia 4

Dia 6
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Figura 5. Pigmentacién en diferentes medios con fermentacion liquida de Beauveria
bassiana DS3.17. Caldo Papa Dextrosa Artesanal (CPDA1), Caldo Papa Dextrosa
Artesanal con extracto de levadura (CPDA2), Caldo Papa Comercial (CPC1), Caldo Papa
Comercial con extracto de levadura (CPC2), Caldo Czapek-dox (CCZ1), Caldo Czapek-
dox con extracto de levadura (CCZ2), Caldo Sabouraud Dextrosa (CSD1) y Caldo
Sabouraud Dextrosa con extracto de levadura (CSD2).
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El color del caldo se oscurecié con el tiempo, lo que se relaciond con su potencial para
la produccion de pigmentos, posteriormente, al dia seis la pigmentaciéon comenzé a
disminuir en el medio caldo Papa dextrosa artesanal sin y con extracto de levadura
(CPDA1, CPDA2), comparandolo con el medio Papa comercial el medio con extracto
de levadura (CPC2) presentd pigmentacion hasta el dia doce. Lo anterior se puede
atribuir a la composicién del medio y al tipo de cepa. Contrario a Méndez-Zavala et
al., (2007) que obtuvieron pigmentacion a los tres dias y observaron una coloracion

roja mas intensa a los ocho dias de cultivo.

Sin embargo, no se alcanzaron niveles de produccién apreciables para el medio
Czapek-dox con y sin extracto de levadura (CCZ1, CCZ2), lo anterior se puede atribuir
a la cepa hongo y a la relacién de la cantidad de fuente de carbono y fuente de
nitrégeno (FC:FN) utilizada. Obteniéndose relaciones para CSD1y CSD2 de 4:1y 4:1.05
respectivamente, que fue el medio con la concentracién mas alta de la fuente de
nitrogeno. Para CPDA1 y CPDA2 fue 30:0 y 30:0.05, en medio CPC1 y CPC2 de 20:0y
20:0.05, por ultimo, para CCZ1 y CCZ2 de 30:1 y 30:0.05 respectivamente, siendo los
medios CPDA y CCZ los que presentaron una relacién mads baja. Mata y Barquero
(2010) obtuvieron un mejor crecimiento del hongo con FC:FN 2:1 (25 g/L de sacarosa,
4.17 g/L extracto de levadura y 8.33 g/L de peptona), asi como concentraciones
medias y altas de carbono (2:1 y 5:1) permitieron un mejor crecimiento. Vega et al.,
(2003) evaluaron el rendimiento de hongos entomopatégenos como Beauveria
bassiana, mostrando que aislados de B. bassiana ATCC 74250 produjeron
concentraciones mas altas de esporas en comparacidon con cepas de B. bassiana
ARSEF 5460 en todos los medios probados a distintas relaciones de C:N (50:1, 30:1,
10:1). Obtuvieron mayor rendimiento de la cepa con una relacién 10:1, demostrando
gue los dos aislados de Beauveria mostraron patrones distintos de esporulacion.
Puede deberse a la efectividad de cada cepa y la afinidad por las fuentes de nutrientes

qgue influyan en su crecimiento y produccion de pigmentos.

La imposibilidad para la produccién del pigmento rojo en este tipo de medios puede
ser atribuible a la especie de Beauveria, ya que otras especies sintetizaron pigmentos

en una variedad de medios simples y complejos como Monascus purpureus,
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Chaetomium cupreum y Acremonium sp respectivamente (Mukherjee y Singh, 2011;
Mao et al., 2010; Divekar et al., 1959). El Basyouni et al., (1968) reportaron que la
produccién de pigmentos (rojo para oosporeina y amarillo para bassianina) esta
relacionada con la presencia de una fuente de carbono como glucosa. La adicién de
suplementos de trazas de metales al medio Czapek-Dox indicé que la produccion de

oosporeina se redujo por el manganeso, pero aumento por los iones de zinc.

En contraste, el medio Sabouraud con extracto de levadura (CSD2) mantuvo la
coloracion hasta el dia doce de cultivo. Lo que podria deberse a un efecto precursor
del extracto de levadura sobre el mantenimiento de la pigmentacién. Por lo que se
selecciond como el medio mas favorable para la produccién de pigmentos. La
capacidad que poseen las especies de Beauveria para la produccién de pigmentos es
influenciada por la composicién del medio de cultivo y por la cepa empleada, ya que
el género posee la capacidad de producir una serie de metabolitos secundarios
(pigmentos): rojos, naranjas y amarillos (El Basyouni et al., 1968; Strasser et al., 2000a;

Amin et al., 2010), mediante procesos fermentativos (El Basyouniy Vining, 1966).
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8.1.2 Produccion de biomasa

En la Figura 6 se muestra produccién de biomasa en medios sin extracto de levadura,
se observd que la fase de latencia para medios Papa artesanal y Papa comercial
culminaron a los dos dias iniciando la fase de crecimiento exponencial entre el dia tres
y cuatro, posteriormente lo concentracién de biomasa flungica se mantuvo constante
entre los dias cuatro y seis (CPDA1), seis y ocho (CPC1) respectivamente. Se alcanzo
la mayor concentracion de biomasa, para Papa artesanal se obtuvo en el dia 7 (0.17

g/mL) y para medio Papa comercial (0.21 g/mL) en el dia 9.

0.25
0.2

0.15

Biomasa g/mL

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tiempo (Dias)

Figura 6. Producciéon de biomasa de Beauveria bassiana DS3.17 en fermentacion
liquida con medios sin extracto de levadura: Caldo Sabouraud Dextrosa (CSD1) (90),
Caldo Papa Artesanal (CPDA1) (m), Caldo Papa Comercial (CPC1) (A) y Caldo Czapek-
dox (CCZ1) (X). Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre los
medios, con un nivel de confianza del 95%.

Sin embargo, para los medios Sabouraud (CSD1) y Czapek-dox (CCZ1) la mayor
produccion se obtuvo en el dia cuatro, 0.14 g/mL y 0.12 g/mL respectivamente, el
medio Czapek-dox presentd un descenso en el dia siete. Conforme transcurrieron los
dias las fermentaciones presentaron pellets mas pequenos. Los resultados obtenidos
presentaron diferencias con lo reportado por Amin et al., (2010), quienes obtuvieron
un valor maximo de 5.4 g/L para el dia 5; por otro lado, Strasser et al., (2000a)
reportaron una concentracion de biomasa de 7 g/L para el cuarto dia con Beauveria

brongniartii.
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En la Figura 7 se muestra el comportamiento de la biomasa obtenida en medios con
extracto de levadura, realizandose un analisis ANOVA de un factor en el que se analizd
la producciéon de biomasa con respecto a los medios sin extracto de levadura con un
nivel de significancia del 0.05% , para el caldo de Papa comercial (CPC2) que la maxima
concentracién de biomasa (0.18 g/mL), se alcanzé al sexto dia, al igual que para los
medios Sabouraud dextrosa (CSD2) (0.13 g/mL) y caldo Czapek-dox (CCZ2) (0.14
g/mL). Por otro lado, el caldo de Papa artesanal (CPA2) mostré un incremento hasta
el dia 5 manteniéndose constante hasta el final de la fermentacién con una
concentracién maxima de 0.07 g/mL. Se ha empleado una variedad de medios para la
produccién de micelio, con dextrosa como fuente de carbono y extracto de levadura
como fuente de compuestos nitrogenados (Mata y Barquero 2010; Eyal et al., 1994).
Dentro de las alternativas para mejorar los rendimientos de metabolitos, biomasa y
enzimas, se encuentra el extracto de levadura (Bautista et al., 2018). Es un factor
regulador que influye en la produccién de pigmento, ya que aporta vitaminas,
aminodcidos y coenzimas necesarias para el crecimiento del hongo, que se pueden
emplear en la biosintesis del pigmento. Las curvas de biomasa de los medios CSD2,
CPDA2 y CCZ2 presentaron un comportamiento dialxico con una primera fase de
crecimiento exponencial en los primeros cuatro dias de fermentaciéon y una segunda
fase exponencial alos 6 y 11 dias, el comportamiento podria estar relacionado con el

tipo de medio de cultivo y su capacidad para producir pigmentos.
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Figura 7. Produccién de biomasa por Beauveria bassiana DS3.17 en fermentacién
liquida con extracto de levadura en medios: Caldo Sabouraud Dextrosa (CSD2) (9),
Caldo Papa Artesanal (CPDA2) (m), Caldo Papa Comercial (CPC2) (A) y Caldo Czapek-
dox (CCZ2) (X). Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre los
medios, con un nivel de confianza del 95%.

Amin et al., 2010 establecen que la produccion de pigmento rojo comenzé en el dia 4
de la fermentacién, seguido de la produccién de biomasa mostrando un mayor
crecimiento en el dia 5, siendo lineal en contraste con la produccién de pigmento. La
produccién de oosporeina puede estar relacionado con la disponibilidad de nutrientes
y biomasa fungica (Strasser et al., 2000a), asi como también dependiendo de la
especie fungica; las fuentes de carbono y nitrégeno se asimilaran de diferente manera
modificando los rendimientos de pigmentos (dos Reis Celestino et al., 2014).
Beauveria bassiana DS3.17 es una cepa recientemente aislada de su habitad natural
por lo que no ha sido adaptada para su propagacion en los medios de cultivo
evaluados, por lo tanto, se puede considerar este trabajo como un estudio preliminar
para evaluar el crecimiento y produccién de metabolitos secundarios de Beauveria.
Debido a la intensidad de la coloracién roja presentada en el medio Sabouraud
dextrosa con extracto de levadura (CSD2), se selecciond este medio para la

produccién del pigmento.
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8.1.3 Produccion de conidios

En la Figura 8 se muestra la produccién de conidios en los distintos medios sin extracto
de levadura, y en la Figura 9 con extracto. Se observé que todos los medios
presentaron la mayor produccién en el dia 6, siendo el medio caldo Papa dextrosa
artesanal sin extracto (CPDA1) con el que se obtuvo la mayor produccién con 5.89x108
conidios/mL Yy el caldo Czapek-dox (CCZ1) presentd la menor concentracion (2.44x108

conidios/mL).

8.00E+08
7.00E+08
6.00E+08
5.00E+08
= 4.00E+08

3.00E+08

2.00E+08

Produccidén de conidios (conidios/mL)

1.00E+08

O T o9 9

£
0.00E+00 X
0 2 4 6 8 10 12
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Figura 8. Produccién de conidios de Beauveria bassiana DS3.17 en fermentacidn
liquida sin extracto de levadura, medios: Caldo Sabouraud Dextrosa (CSD1) (¢), Caldo
Papa Artesanal (CPDA1) (m), Caldo Papa Comercial (CPC1) (A) y Caldo Czapek-dox
(CCZ1) (X). Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre los
medios, con un nivel de confianza del 95%.

En cuanto a los medios con extracto de levadura, el caldo de Papa comercial fue el
que presentd las mayores concentraciones con 4.29x108 conidios/mL y el valor mas
pequefio (2.66x10% conidios/mL) correspondié a Czapek-dox. Estas diferencias se

atribuyeron a la composicién de los medios de cultivo.
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Figura 9. Produccién de conidios de Beauveria bassiana DS3.17 en fermentacién
liquida con extracto de levadura, medios: Caldo Sabouraud Dextrosa (CSD2) (¢), Caldo
Papa Artesanal (CPDA2) (m), Caldo Papa Comercial (CPC2) (A) y Caldo Czapek-dox
(CCZ2) (X). Letras iguales indican que no hay diferencias significativas entre los
medios, con un nivel de confianza del 95%.
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El andlisis estadistico mostré que para la produccién de conidios de Beauveria
bassiana DS3.17, existen diferencias significativas (a: 0.05) entre los medios con y sin
extracto de levadura. Asi mismo Mata y Barquero (2010) también evaluaron la
influencia del medio de cultivo con diferentes relaciones de FC:FN con Beauveria
bassiana reportando que el crecimiento y la esporulacion se vieron influenciados de
manera positiva por la composicion alta de carbono en el medio de cultivo.
Presentando mayor crecimiento en los medios con cantidades de carbono elevadas
(25-50 g/L), ya que a bajas concentraciones (12.5 g/L) hubo menor produccion. A su
vez la evaluacién del ultimo dia de cultivo mostré que la proliferacién fue mejor en
los tratamientos donde se usé como fuente de nitrogeno extracto de levadura y

cebada molida (2.77x102 esporas/ml y 1.96x10% esporas/ml) respectivamente.

8.1.4 Evolucion del pH durante las fermentaciones

En la Figura 10 se muestra el comportamiento del pH para los medios sin extracto de

levadura. Se observé un comportamiento similar para todos los medios, excepto para
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Sabouraud dextrosa los medios de Papa (CPDA1, CPC1) mostraron valores finales de
4.18 y 3.82, respectivamente. Con el medio Sabouraud dextrosa (CSD1) se observo

valor de pH final mas acido (3.46).

Tiempo (Dias)

Figura 10. Evolucién del pH en los medios de cultivo: Caldo Sabouraud Dextrosa
(CSD1) (0), Caldo Papa Artesanal (CPDA1) (m), Caldo Papa Comercial (CPC1) (A) y Caldo
Czapek-dox (CCZ1) (X) sin extracto de levadura con Beauveria bassiana DS3.17. Letras
iguales indican que no hay diferencias significativas entre los medios, con un nivel de
confianza del 95%.

Para los medios con extracto de levadura se observé (Figura 11), que las
fermentaciones con CSD2 y CPC2 presentaron valores cercanos (3.15 y 3.6
respectivamente) asi como CPDA2 y CCZ2 (4.2 y 4.21). Siendo el medio CSD2 el que
presentd menor pH pudiéndose deber a la composicidon con peptona y extracto de
levadura como fuente de nitrégeno, influyendo en el aumento de la pigmentacién en
el dia 4. Luo et al., (2015) reportan que la produccidon de oosporeina puede estar
relacionado con factores de transcripcidon que regulan procesos que enlace
metabolismo y resistencia al estrés, establecieron que el homologo msn2 contribuye
al crecimiento de Beauveria bassiana y actia como un regulador negativo
dependiente del pH y de la produccién de oosporeina. Lo que en nuestro caso puede
deberse especificamente a nuestra nueva cepa y su capacidad para regular el pH del

medio.
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Figura 11. Evolucién del pH en los medios con extracto de levadura: Caldo Sabouraud
Dextrosa (CSD2) (¢), Caldo Papa Artesanal (CPDA2) (m), Caldo Papa Comercial (CPC2)
(A) y Caldo Czapek-dox (CCZ2) (X) de Beauveria bassiana DS3.17. Letras iguales indican
gue no hay diferencias significativas entre los medios, con un nivel de confianza del
95%.

El analisis estadistico mostré diferencias significativas (a 0.05) entre los medios con y
sin extracto de levadura, para la evoluciéon del pH durante el crecimiento de Beauveria
bassiana DS3.17. El crecimiento éptimo de hongos entomopatdgenos puede llevarse
a cabo en un rango amplio de pH. Jackson et al., (2004) observaron que Paecilomyces
fumosoroseus reduce naturalmente el pH del medio durante la produccién de
blastosporas. Observaron que los cultivos con un valor de pH inicial de 6.5 terminaron
con una reduccioén significativa (4.3). El crecimiento del hongo en valores reducidos

de pH favorecié su competitividad sobre las bacterias contaminantes normales.

Wang et al., 2004 establecieron que los rendimientos de destruxinas A, B y E
producidas por cepas de Metarhizium anisopliae, se incrementaron al aumentar el
contenido de peptona en el medio, también, observaron un descenso en el pH del
medio. Al igual que Asaff-Torres (2006) establecié que la composicion del medio de
cultivo y las condiciones de operacién, influyen en la produccion de metabolitos (DPA
y OXA) y pigmentos en cultivos de Paecilomyces fumosoroseus.

El analisis estadistico mostré diferencias significativas (a 0.05) entre los medios con y

sin extracto de levadura, para la produccion de biomasa el medio Czapek-dox (CCZ1y
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CCZ2) mostré diferencias con el resto de los medios (CPC1, CPC2, CSD1, CSD2, CPDA1,
CPDA2), para conidios los medios de Papa (CPC1, CPC2, CPDA1, CPDA2) mostraron
diferencias en comparacién con Sabouraud y Czapek-dox (CSD1, CDS2, CCZ1, CCZ2).
El pH mostré diferencias en todos los medios evaluados con Beauveria bassiana
DS3.17, con base a los resultados mostrados, se vio favorecida la pigmentacion en
medio Sabouraud con extracto de levadura, por lo que fue seleccionado como medio

de produccién para la extraccion.

En los microorganismos la produccion de diversos metabolitos secundarios es
frecuentemente regulada por fuentes de carbono, cuando hay mas de una presente
en el medio. Por lo que la célula cataboliza la que es mds fécil de procesar como la
glucosa, mientras que la sintesis de algunas enzimas necesarias para la utilizacion de
distintos sustratos es reprimida hasta que el primer sustrato se haya agotado (Sanchez
y Demian 2002). En el presente trabajo los distintos medios (Anexo) empleados
tuvieron influencia en la produccién de pigmentos con la adicién de extracto de
levadura, junto con el tipo de fuente de carbono. En el medio Czapeck-dox a pesar de
contener una baja concentracion en sales no se vio favorecida la produccién de
pigmentos, aun adicionando una cantidad moderada de dextrosa (30 g/L) como
fuente de carbono, a diferencia de los medios con papa y extracto de levadura
tuvieron pigmentaciones mas intensas que los medios sin extracto, sin embargo, en
caldo Sabouraud con extracto tuvo mayor pigmentacidon pudiéndose deber a la
peptona ya que otros autores la adicionaron en sus fermentaciones obteniendo en
sus extractos tonalidades rojas. Aun no se han realizado procesos de optimizacién de
la cepa DS3.17 que pudiera ser la razén por la que los metabolitos secundarios se
presenten en el medio que la cepa es mads afin. Asi como el alto contenido de
nitrogeno en el medio Sabouraud dextrosa cred un balance para que en esté medio
ocurriera la mayor pigmentacién. Cuando se utilizé extracto de levadura como fuente

de nitrégeno, se lograron apreciar pigmentaciones mas intensas.
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8.2 Identificacion analitica del pigmento rojo de Beauveria bassiana DS3.17

Los resultados de FT-IR (Figura 12) indicaron que el extracto rojo pulverizado mostré
la presencia de bandas de absorcién en 3276.88 cm™ (OH), 2926.96 cm™ (CHs),
1631.41 cm? (alqueno y/o carbonilo), 1520.60 cm™ (alquenos y/o arométicos),
1449.78 cm™ (alcano), 1236.50 (éster) y 1039.04 cm™ (amina). Las extracciones
arrastraron diferentes metabolitos secundarios que resultaron ser de diferentes
polaridades. El andlisis de los espectros IR mostré la posibilidad de que en el extracto
se encuentren compuestos como oosporeina, bassianina y tenellina (Villegas-

Mendoza et al., 2019) como se muestra en la Figura 13.

Figura 12. Espectro infrarrojo FT-IR del pigmento rojo de Beauveria bassiana DS3.17,
extraido a los cuatro dias de fermentacion.
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Figura 13. Espectro infrarrojo de extracto metandlico de Beauveria bassiana 1149,
indicando la posibilidad de que sean compuestos como beauvericina, basianolida y/o
oosporeina (Villegas-Mendoza et al., 2019).

Los grupos funcionales presentes: carbonilo, hidroxilo y alqueno concuerdan con lo
reportado por Eyal et al., (1994) quienes reportaron la presencia de oosporeina, como

se muestra en la Figura 14.

ABSORBANCE

3980 3570 3160 2750 2340 1830 1520 1110 TOO

Figura 14. Espectro de absorcidon FT-IR del pigmento rojo oosporeina producido por
Beauveria bassiana Nov. EO-1 con bandas de absorcion a 1613, 3292 y 1648 cm™,
obtenido a los 7 dias de fermentacion (Eyal et al., 1994).
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Otros autores El Basyouni et al., (1968), identificaron mediante analisis infrarrojo
metabolitos secundarios tenellina y bassianina a partir de fermentaciéon sumergida de
Beauveria tenella y Beauveria bassiana obtuvieron bandas de absorcidn para tenellina

a 3110, 1645, 1625 y 1615 cm™, para bassianina 3100, 1655 y 1625 cm™ (Figura 15).

Figura 15. Espectros infrarrojos de tenellina y bassianina obtenidos por Beauveria
bassiana y Beauveria tenella extraidos a los 14 dias de cultivo (EI Basyouni et al.,
1968).

Asi como, Cole et al., (1974) quienes mostraron que extractos de color rojo con
bandas en ~1600 cm™ indicaron la presencia de restos de quinonas que podrian
pertenecer a oosporeina. Los grupos funcionales carbonilo C=0 descritos para
quinonas coincidieron con los obtenidos mediante fermentacién liquida para una
coloracién rojiza con Penicillium mallochii (Rosas-Ramos, 2018). A continuacion, se
muestran en la Tabla 6 los grupos funcionales encontrados en el extracto rojo

producido por Beauveria bassiana DS3.17.
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Tabla 6. Grupos funcionales detectados mediante espectroscopia de infrarrojo en el
pigmento rojo producido por Beauveria bassiana DS3.17.

Numero de onda Estructura quimica Grupo funcional
(cm)

3276.88 O-H; N-H Alcohol; amina
2926.96 C-Hs Alcano
1631.41 C=C; C=0 Alqueno y/o carbonilo
1520.60 C=C Alqueno y/o anillo aromatico
1449.78 C=C Alcano
1236.50 C-OH; R-O-R Ester
1039.04 C-N Amina

8.3 Analisis mediante espectrometria de masas del extracto obtenido

El pigmento rojo purificado obtenido de Beauveria bassiana DS3.17, se analizd
mediante espectrometria de masas de alta resolucién. La Figura 16 muestra el
espectro de masas del pigmento, adquirido en el modo de ionizacién negativa (ESI).
El ion en m/z 305.0302 se debe al de la molécula desprotonada [M-H];, lo que sugiere
con la férmula molecular C14H9Os que el peso molecular del compuesto principal es
306. La presencia de dicho ién confirmé un peso molecular de 306.0368 que es similar
al de la oosporeina (Cole et al., 1974; Eyal et al.,1994, Nagaoka et al., 2004; Strasser

et al., 2000a). La féormula molecular coincide con la oosporeina.
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Figura 16. Espectro de masas de alta resolucién utilizando fuente de ionizacién por
electronebulizacion (ESI) en modo negativo del pigmento rojo producido por
Beauveria bassiana DS3.17 cultivado durante 4 dias.

Como se muestra en la Figura 17, de acuerdo al espectro obtenido por Strasser et al.,
(2000a) mediante HPLC conectado a un espectrometro de masas de ionizacién por
electronebulizacion (ESI-MS) en modo negativo, identificado como oosporeina que
obtuvieron un pico superior con valor de m/z 305.1, siendo comparado con el
espectro del extracto de Beauveria bassiana DS3.17 un pico base de m/z 305.03 (idn

negativo), comprobando que ambos espectros correspondieron a la misma molécula.
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Figura 17. Andlisis por HPLC-MS del metabolito secundario identificado como
oosporeina, obtenido del extracto de cultivo de Beauveria brongniartii (IMBST 95041)
cultivado en reactor de tanque agitado durante 4 dias (Strasser et al., 2000a).

Mientras que el resto de picos presentaron valores m/z de 126.90, 253.80 y 325.18,
atribuibles a otros residuos presentes en el medio, o a un aducto. Los valores m/z
reportados para tenellina, bassianina y beauvericina son: 395.4, 369.4 y 784.4

respectivamente. Dichos valores no se muestran en la Figura 16.

Autores (Strasser et al., 2000a; Eyal et al., 1994) han descrito la presencia de
pigmentos rojos en diferentes medios de cultivo especificamente producidos por el
género Beauveria. De acuerdo a las caracteristicas fisicas y quimicas del pigmento
obtenido se puede concluir que se trata de oosporeina, debido a que ninguno de los
otros metabolitos (bassianina, tenellina) producidos normalmente por especies de
Beauveria coincidieron con las masas obtenidas en espectrometria de masas. De los
resultados obtenidos en este estudio se estableceria que dicho pigmento rojo podria
aislarse e identificarse (grupos funcionales) de Beauveria bassiana DS3.17 empleando
fermentacion liquida. Sin embargo, se requieren analisis adicionales para su
identificacion completa como anadlisis mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), que brindard una estructura del compuesto vy
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para la cuantificacion del metabolito

obtenido. La oosporeina es un importante metabolito fungico (dibenzoquinona)
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detectado en extractos del género Beauveria, exhibe actividades antimicrobianas e
insecticidas que pueden ser empleadas en el control biolégico para combatir plagas
endémicas de la region del Papaloapan, ademas este hongo tiene la propiedad de
producir pigmentos que puede ser una alternativa como colorante natural y podria

ser aplicado a nivel industrial como colorante.

8.4 Rendimiento del pigmento

A partir de la extraccion de 300 mL de fermentacién liquida se obtuvieron 40 mL de
concentrado, fueron correspondientes con 26.52 mg/L este valor fue menor a 125
mg/L reportado por Nagaoka et al., (2004) y a lo observado por El Basyouni y Vining
(1966) con valores que oscilaron entre 100 y 530 mg/L, asi como Basyouni et al., 1968
mostré valores superiores de 146 mg/L, 100 mg/L y 60 mg/L. Estas bajas
concentraciones se pueden atribuir a la falta de optimizacién del medio de cultivo, las
condiciones de fermentacidn, asi como al proceso de extraccidon (Strasser et al.,
2000a). Por lo que es necesario optimizar las condiciones de fermentacidon para

alcanzar altos rendimientos de pigmento.
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9. CONCLUSIONES

» La fermentacidn liquida con distintos medios de cultivo con y sin extracto de
levadura mostré diferencias significativas en cuanto a la produccién de
biomasa, conidios y pigmento. Obteniendo una mayor concentracion de 0.18
g/mL con extracto y 0.21 g/mL sin extracto de biomasa para el medio Papa
comercial. Sin embargo, el medio Sabouraud dextrosa con extracto de
levadura presentd la mayor pigmentacion y el pH mas acido en el cuarto dia
de fermentacién, haciéndolo idéneo para la produccién y posterior extraccion
del pigmento.

» Delos resultados presentados se pueden concluir que el medio Sabouraud con
extracto de levadura es un medio idéneo para la produccion de pigmentos por
fermentacion liquida.

» Las fuentes de carbono y nitrégeno influyen positivamente en la produccion
de pigmento y crecimiento de la cepa Beauveria bassiana DS3.17.

» Elanalisis infrarrojo indico que en el extracto rojo obtenido se mostraron picos
con grupos: OH, CHs, C=C, C=0, C-OH los cuales se correspondieron con algun
metabolito secundario, oosporeina, bassianina o tenellina.

» El andlisis del extracto mediante espectrometria de masas presentd un ion en
m/z 305.0302 que se debe al de la molécula desprotonada [M-H], lo que
indicé con la férmula molecular C14H9Os que el peso molecular del compuesto
principal es 306 m/z. La presencia de dicho ién confirmé un peso molecular de
306.0302, correspondiente con la férmula molecular Ci14H100s coincidiendo

con la oosporeina.
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10. PERSPECTIVAS

» Realizar una caracterizaciéon quimica completa del pigmento purificado.

» Estudiar la actividad antimicrobiana del pigmento purificado.

» Optimizar las condiciones de produccién del pigmento en fermentacidon
liquida.

» Optimizar el proceso y garantizar la produccién de otros colorantes para su
posterior caracterizacidon, ademas de aumentar rendimientos para disminuir
costos de produccién.

» Realizar bioensayos con el pigmento purificado.

» Realizar una caracterizaciéon quimicamente de otros pigmentos observados.
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13. ANEXO

Medios de cultivo empleados.

Medio de
cultivo

Caldo Dextrosa
Sabouraud

Caldo Papa
Dextrosa

Caldo Papa
Dextrosa
Artesanal

Caldo Czapek-
dox

Ingredientes

Peptona (BIOXON, México)
Dextrosa (Golden Bell,
México)

Extracto de levadura
(BIOXON, México).

Papa dextrosa
(Difco  Dickinson,
México).

Papa
Dextrosa (México)

Dextrosa
México)
Nitrato de sodio (Sigma
Aldrich, USA)

Fosfato de potasio
dibasico (Vetec Quimica
fina, Brasil)

Sulfato de magnesio (J.T.
Baker, Japon)
Sulfato ferroso
Aldrich, India)
Cloruro de potasio (Vetec
Quimica fina, Brasil).

(Golden Bell,

(Sigma
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Preparacion

Se agregaron 10 g/L de
peptona, 40 g/L de dextrosa
y 0.05 g/L de extracto de
levadura y se disolvieron en
agua destilada estéril.

Se agregaron Unicamente 24
g/L de medio papa dextrosa
en agua destilada estéril.

Se pesaron 200 g de papa y
30 g/L de dextrosa,
posteriormente se hirvieron
en 1 L de agua destilada
estéril durante 20 min,
finalmente se recuperé la
infusion.

Se pesaron 30 g/L de
dextrosa, 3 g/L de nitrato de
sodio, 1 g/L fosfato de
potasio dibasico, 0.5 g/L
sulfato de magnesio, 0.01
g/L sulfato ferroso, 0.5 g/L
cloruro de potasio y se
disolvieron en agua
destilada estéril.
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